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           論文内容要旨
 従来・ 植物体 内のオーキシン の分離にはぺ一 パーク・マ トグラフィー が用いられて きたが, 長時
 間を 要する 展開 中に 不安 定な物質 が変化 することや, 濾紙中に含 まれる物質 によっ て∠ ηε麗 子葉 鞘
 一切片法が阻害される ことがし られてい る。 著者は, これらの点について再検討 を行 ない, 更に, 近
 年発達 した薄層ク・マ トグラフィー によ るオーキシン, 特にイ ン ドール 酢酸( IAA)の分離並び
 に定量法について研究を行なつ た結果, セル ・一 ズ層を用いた薄層 ク・マ トグラフ ィーによる微量
 オーキシン の定量法を確立した。 次い で, この方法を用い, 種々芽生え の拡散性オーキシンの同定
 を行なつ た。 又, イ ネ子葉鞘の 生長型 と体 内オーキシンとの関係 についても研究を行なつ た。
 1 ペーパークロマトグラフィー及ぴシリカゲル薄層, セルローズ薄層クロマトグラフィーによる
 工AA定量の 検討
 1) ペー パークロマ トグラフィー
 東洋濾紙妬51 にス ポットした1 5, 30 μg IAAの, 濾紙からの溶出を Salper 試薬による
 比色法によっ て測定したところ, 水1時間溶出によっ て約 90%が回収され た。 次に, 0.01-
 0.03 μg の微量IAAの回収を・4 〃ε㎜ 子葉 鞘切片法により測定する と, 溶液のみ の対照 に対して,
 溶液に 濾紙片を加えたもの及 ぴイ ソ ブ・ パノ ール ーアンモニヤ 一水( 80:10二10)で展開後
 のものは回収率が悪いという結果 が得 られ た。 これは, 更に実験を重ねたところ, 濾紙に含まれる
 生長阻害物質によるものであることが分つ た。 この阻害物質は, 濾紙を上記溶媒で展開した場合,
 主に溶媒先端部に集 る。 又, 上記溶媒 展開中にイン ドール酢酸エチルのIAA への分解がみ られた。
 2〕 シリカゲル薄層クロマトグラフィー
 Stahl ら( 1961, 1 964 )はシリカゲル 薄層 ク・マトグラフィー によるIAAの分離並 び
 に定量を報告しているので, この方法 について検討を行なつ た。 シリカゲル薄層を作る 場合 に用い
 られている硫 酸カ ルシウムは!f ッε脇子葉 鞘切片の生長に阻害をもたらしたので, これを除いた層を
 作り以下の実験を行なつ た。 10 μg IAA の回収を比色 法によ り測定したところ, スポット後1
 時間図上に放置した もの と, ク・ ・ホルムー酢酸(95:5)で展開後の ものを, 水で溶出した場
 合の回収率は, 夫々30, 10%であった。 この低 い値 は比色法における反応妨害のためでも なく,
 溶出不十分によるものでも なく, シリカゲルによるIAAの破壊によるものであることを明らかに
 した。 次に, 微量IAA の回収を 痴¢㎎切片法により 測定した結果, やはり回収率は低く, 更にシ
 リカ ゲ'ルのみによっても加ε脇子葉鞘の生長が阻害されることが分つ た。 又, 幽¢㎎屈曲法 に対し
 ては, シリカゲルは促進的影響をもたらし た。 これ らの影響を与える不純物, 特 に鉄を除く ことを
 試みたが回収結果 はよくならなかったので, 他の吸着剤の選択 を行ない, 結局, セル・一 ズ使用に
 より満足すべき結果 が得 られることが分つ た。
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 3) セルローズ薄層クロマトグラフィー
 塩酸洗滌を行なつ た東洋セル・一ズ粉末を100 cm2( 20×5又は6 cm のガラス板を使用〕
 につき 1」g を用い, 1:3( w/v)の割合 で水 とね り, ア ブリ ケー ター を使用せずに平均に拡げ
 て薄層 を作る。 これを105。, 1時間通風乾燥後使用する。
 セル・一 ズ層 にスポッ トした1 5, 30 μg IAAの水 による溶 出回収率 は約90%である。 又,
 セル・一 ズ粉末は痴ε肥 切片法に対し影響を与えず, 微量IAAの溶出回収も完全であっ た。
 次に, セル・一 ズ層 における IAAの分離は報告きれていないの で, 展開溶媒の探索を行っ た。
 個々 有機溶媒につ いて溶出系列によるテス ト. それ らに7k 又はアンモニ やを加えたもの, 更 に種々
 の組合せについて試験した結果, 酢酸メチルーアセ トニ トリルーアンモニや一水( 40:10:5
 4 )が最もす ぐれた溶媒であるこ とを見出した。 この溶媒上で30分平衡後, 上昇法によ り1 6
 cm 展開を行う( 約1 5-20分間 )。 しか し, 中性イン ドー ル化合物は溶媒先端 に集 り分離し な
 いの で, 更にこれ の分離のための溶媒の探索を行った。 これの完全 な分離は中々困難であり, 300
 以上の溶媒系について試み た末, メタノールー水( 1:3)が比較的よいものであった。 この場合
 セルローズ層は風乾したのみのものを用いる。
 上記アンモニや性溶媒展開後の 0.01- 0.03 μg IAAの回収は, ∠昭脇 切片法測 定により調
 べた結果では完全 であっ た。 ペー パー クロマ トグラフィー にお いてみ られたイ ン ドール 酢酸エナル
 の分解はみ られなかった。 又, Nitsch ら( 1960〕がペー パーク・マトグラフ ィー において報
 告している, 同一展開槽内におけるク・マ トグラム間のイ ン ドー ル化合物 の転移はみ られず, 同一
 ガラス板上においても層 に切れ目を いれて分離することによ り隣りあったク ・マ トグラム間のス ポ
 ットの拡散は完全に防 ぐこ とができた。
 以上を 要約する と, べ一 パー ク・ マトグラムの活性 を∠昭脇 子葉 鞘切片 法によっ て調べたオーキ
 シン研究の結果 につ いては, 生長 に対する 濾紙 の阻害作用等がある ことを考慮する必要がある。 シ
 リカゲル薄層 はIAA を破壊し, ∠昭昭 子葉 鞘生長テストに影響を与えるの で, 定量的研究には適
 さない。 これ に反し, セル・一 ズ薄層ク・マ トグラフィー はIAAの回収は完全であ り, ∠む㈱αの
 生長 に対する影響もな く, IAAの微量定量に非常に適している。 又, 改良を加えた z' 昭㎜子葉鞘
 生長テス トと組合せると, 従来2昼夜を要した実験を半日で終了することが出来る。 しかし, シリ
 カゲル薄層ク・ マトグラフィー は分離 の点 ではす ぐれているので目 的によっ て方法をえらぶべきで
 ある。
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 鉦 芽生えの 拡散性オーキシンの薄層ク ロマ トグラフ ィーによる研究
 拡散性オーキシン は抽出性 オーキシンよ りも生長と 関連が深 いこと が知られて いる が, 所要量を
 得るの に大 きな労力を 必要 とするこ とか らペーパーク・マ トグラフ ィー によ る研究は僅かである。
 著者は, 1において確立した方法を用い, 暗姐培養したオ昭㎜子葉鞘, トウモ・コシ子葉鞘, ヒマ
 ワリ胚軸, ソラマメ 上胚軸の拡散性オーキシンの分離を行なった。 これ らの先端又は切片よ り寒天
 へ拡散きせ たオーキシンを寒天よ りエーテルによっ て抽出後, 2種の溶媒系によるセル・一 ズ薄層
 ク・マトグラフィーを行ない, ク・マ トグラムの各部分のオーキシン活性をZ∫ 昭㎜ 子葉鞘切片 法及
 ぴ屈曲法によってし らべた。 すべてのク・マトグラムにおいてIAAのRf に相当する部分に生長
 促進作用がみ られ た。 イuε㎎切片法 による場合は, その他 にも う1 つ活性部分が認め られた(ソラ
 マメ は例外 )。 すなわち, アンモニや性溶媒展開ではRf O. 9- 1、0 部分に、 中性溶媒展開では
 IAAより低いRf 部分 に生長促進があ らわれる。 IAA相当部分の促進 物質について, トウモ・
 コシよ り多量の拡散性オーキシンを集め1 シリカゲル薄層をも用いて発色反応を行った。 Salper
 試薬によりピンク, p-dimethylamino cinnamaldehyde 試薬により青, Proch6zka 試薬噴霧
 後の黄色蛍光及 び短紫外線による紫蛍光 等の結果か ら, これはIAAで あるこ とを同定した。 約
 1000本のオ昭照よ り得たク・マ トグラム においては Salper 試薬によって淡いピンクの発色を
 みとめ, 恐らく IAAであろうと考え られる。 切片法におけるIAA以外の促進物質 につ いては,
 有機酸, アミノ酸ではなく, Rf値か らは中性イン ドー ル化合物のようであるがまだ明 らかではな
 い。
 上記 トウモ・コシ発色ク・マ トグラムにおいて, 生長テス トには活性のみ られなかった部分にい
 くつ かのイ ン ドール反応陽性物質がみ とめ られ た。
 以上は拡散性オーキシンを寒天か らエーテルによって抽出した結果であるが, 寒天か ら水 によ っ
 て抽出 した場合について種々 検討したところ, オ麗麗 生長テス トに活性を示すものはIAAのみで
 ある ことが明らかになつ た。
 更に, 植物芽生えの屈性反応は植物体の両側におけるオーキシンの不均等分布 が原因である こと
 が古くから知られている( Went and Thimam1937 参照)。 著者は, トウモ・コシ子葉鞘を
 7k 平において屈地性刺激を与え, 子葉鞘の上半部 と下半部か ら得られる拡散性オーキシンの分離を
 行ない、 両部分において 不均等分布を 示すオー キシンはIAAのみである ことを証明した。
 すなわち, 切片法において活性のみ られた IA-A 以外の物質は, 上下両半蔀において分布の差はみ
 られなかっ た。
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 皿 イ ネ子葉鞘 の生長型と抽出性 及び拡散性オ ーキシン との 関係 にっ いて
 イネ子葉鞘は7k 中で培養すると(水中型 ), 空気中で培養 したもの( 気中型 )よ りはるかに長く伸
 長する。 和田( 1961 )は, 前者にIAA酸化 酵素阻害物質一ク・・ゲン酸一が多く含まれるこ
 とを報告し, これが生長に関係していることを示 した。 著者は, 上記1の万法を用いて夫々の生
 長型 のエタノール 抽出性及び拡散性オーキシンの分離を行なつ た。 ∠昭磁子葉鞘生長テス トにおけ
 るオーキシン活性は, 抽出性オーキシンの酸性エーテル面分 と拡散性オーキシンのク・マ トグラム
 のIAA相当部分にのみみ られた。 こび) 活性 を両型 で比較すると, 子葉鞘の生長 の差にも拘 らず抽
 出性オ ーキシンにおいては差がない。 一万, 拡散性オーキシン は水 中型 が気 中型 の倍近い値を示し
 ブこ。 これら量的比較と関連して, 抽出中及 び拡散中のIAA 酸化 酵素 によ るオーキシンの破壊 の検
 討をも行いそ び)恐れはないこ とを確め た。 以上の結果か ら, 生長と抽出性オーキシンの量との聞に
 は関連がみ られず, 拡散性オーキシンの量と平行関係がみ られることが判明した。
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 論文審査結果の要旨
   本論文 は, 微量オーキシンの分離定量を行なうた め, 従来行なわれている各種のクロマトグラフィー
  を詳細に比較検討した上, 最適の新方法を確立 し, 更に, これを植物体内オーキシンの研究に適用 した
  結果を示したもので, 3章より成 る。
   第1章で は, まず, 従来広く用いられているぺ一パークロマトを再検討しその難点を指摘した。 次に
   シリカゲル薄層 クロマト( TLC) を検討し, この方法は IAAの破壊を起すこ とその他か ら定量法 には
  適しないと認めた。 TLCに用いる吸着剤を種々探索した結 果, セルロースを最適のものとして選んだ。
   この TLCではIAAの回収は完全であ り, セルロ ース粉末 は生物試験 に影響を与えない。 次に展開溶媒を
   を綿密に比較 し, 酸性インドール化合物には酢酸メチルーアセ トニ トリルーアンモニア一水( 40 : 10
   :5 :4 )が最適溶媒系 であると 認めた。 中性 化合物に はメ タノ ール一水(1二3)が比較的好結果を
 、 示した。
   第2章では, 上述のセルロ ースT I、 Cによ り, 種々の黄化幼植物の拡散性オーキシンを分離定量した。
  寒天に拡散きせたオーキシンをエーテルで抽出後クロマトを行ない, 肋θ盟 切片法及び屈曲法により活
  性を調べた。 IA■A のRf に相当する部分に は常に活性がみられた。 切片法では, この他にもう 1っ活
  性部分が、認められた。 多量のトウモロコシ子葉鞘 を用 いた実験で, 前者がIAAであることを発色反応
  で確認した。 ・4泥ηα 子葉鞘で も同様なことが示唆された。 IAA部位以外の促進物質は, 中性インドー
   ル化合物と推 定された。 更に, 屈地性刺 激を与えた場合 に, L下面半蔀で 不均 等分布 を示 す拡散性オー
   キシンはI AAのみ であるこ とも明らかにされた。
   第3章では, 水中培養したイネ子葉鞘が空気中培養のものより遙かに長く伸長する事実と体内オーキ
   シ ン量との関係 を調べ た。 エタノ ール抽出 性及 び拡散性オ ーキシン をセ ルロースTL Cにより分離定量
   した。 その結 果, オーキシン活性 はIAA相当部分にのみみられ, 水中型と気中型との間のオーキシン
  童の差 は抽出性オーキシンではみられず, 拡散性オーキシンのみ に認められ, 水中型は気中型の2倍に
   近い量 を示 した。
   以上, 本 論文は綿密な研 究によ り, 微量オーキシンの分離定垂 を迅速正確に行なう方法を確立したこ
   と, その適用により・ 体内オーキ シンに関 し重要な新知見を得たこ となど, 生長生理学上貢献する所が
  極めて大き い。 よって大脇頼子提出の論文 は理学博士の学位論文として合格と認める。
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